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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Zerstorung von kontaminierenden Tumorzellen in Stammzelltransplantaten 
ex vivo unter Verwendung intakter bispezif ischer Antikorper. 

5 Bei etwa 43.000 Neuerkrankungen/Jahr stent Brustkrebs an der Spitze der Krebsstatistik fur Frauen in Deutsch- 

land. Weniger als ein Drittel der Frauen mit Lymphknotenbefall bei Diagnose leben 10 Jahre ohne Ruckfall. 

Vor diesem Hirrtergrund wird seit einigen Jahren versucht, mit Hilfe der autologen Knochenmark- und Blutstamm- 
zell-Transplantation in Verbindung mit der Hoch-Dosis-Therapie Patientinnen mit ausgedehntem Lymphknotenbefall 
und Fernmetastasen eine Lebensverlangerung Oder sogar Heilung zu ermoglichen. Trotz hoher Ansprechraten bei der 

10 Hoch-Dosis-Therapie ist eine Heilung im metastasierten Stadium selten. 

Die Therapie des metastasierten Mammakarzinoms ist heute fast ausschlieBlich palliativ. In Winischen Phase-1- 
Studien konnte gezeigt werden, daB eine Hochdosis-Chemotherapie (HD-CT), gefolgt von einer autologen Knochen- 
mark- oder Stammzelltransplantation (aPBSZT), bei Patientinnen mit chemotherapie-sensitivem metastasierten Mam- 
makarzinom klinische Vollremissionen herbeifuhren kann. Die Remissionen sind jedoch zeitlich begrenzt, meistens 

is kommt es zu einem Rezidiv. Dabei kann ein Rezidiv aus klonogenen Tumorzellen entstammen, die mit dem Transplan- 
ts reinfundiert wurden und/oder aus solchen. die die HD-CT in der Patientin uberlebt haben. Mikrometastasen konnen 
im Knochenmark nach Chemotherapie mit der sensitiven RT-PCR fur CK19 bzw. ep-cam, beispielsweise C215. und mit 
Immunzytologie nachgewiesen werden. Sie sind mit einer ungunstigen Prognose selbst nach HD-CT und autologer 
Stammzelltransplantation verknupft. Neue Konzepte zur Elimination von minimal residual disease (MRD) und zur Rei- 

20 nigung der Transplantate von kontaminierenden Tumorzellen erscheinen daher notwendig. Nach Erreichen einer 
Remission besteht MRD vermutlich uberwiegend aus Tumorzellen, die gegenuber antiproliferativer Chemotherapie 
durch Verharren in einem Ruhezustand (kinetische Resistenz) oder Auspragung biochemischer Mechanismen, wie z.B. 
multi drug resistance (MDR), resistent sind. 

Ein wesentliches Problem bei der autologen Stammzelltransplantation ist die Kontamination des Transplantats mit 

25 Tumorzellen, welche zum Auftreten eines spateren Rezidivs beim Patienten beitragen konnen (7,8). Urn Stammzell- 
transplantate von kontaminierenden Tumorzellen zu reinigen, wurde bisher hauptsachiich das "Purging" mit 
immunomagnetischen Beads eingesetzt. Dabei werden Tumorzellen aufgrund gebundener, eisentragender AntikOrper 
an einem Magneten zuruckgehalten und damit aus dem Transplantat entfernt. Nachteile sind der hohe zeitliche und 
technische Aufwand und die damit verbundenen hohen Kosten (ca. 20.000.- DM/Patient). Nach einer solchen in vitro- 

30 Verminderung der Zahl residueller Tumorzellen kann dennoch - wenn auch verzogert - ein Rezidiv auftreten. Dies liegt 
wahrscheinlich an der Beschrankung dieser Methode auf das Stammzelltransplantat sowie an Tumorzellen, die sich 
einem derartigen mechanistischen Ansatz, z.B. durch "Verklumpung mit normalen Zellen", entziehen. 

Aus diesen Grunden wurden andere immunologische Ansatze zur Reinigung des Stammzelltransplantats erprobt. 
wie z.B. die Zugabe aktivierter T-Zellen in Kombination mit bispezifischen F(ab')2-Fragmenten zur Redirektion von T- 

35 Zellen an Tumorzellen (6) in vitro. Es zeigte sich, daB hamatopoetische Stammzellen durch ein derartiges Purgen zwar 
nicht in ihrer Funktion - gemessen in Proliferations-Assays - beeintrachtigt werden. Die Fahigkeit zur Tumorzell-ZerstO- 
rung war in diesen Versuchen jedoch relativ beschrankt (1-2 log Tumorreduktion). Als Nachteil dieses Ansatzes muB 
auch die Verwendung von zwei Wochen lang kultivierten, praaktivierten T-Zellen angesehen werden, welche den Auf- 
wand hochtreiben und eine Anwendung in der Klinik erschweren. 

40 Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung. ein neues Verfahren zur Verminderung der Anzahl kontaminieren- 

der Tumorzellen in Stammzellpraparaten bereitzustellen, das die aus dem Stand der Technik bekannten Nachteile ver- 
meidet. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch das im Anspruch 1 gekennzeichnete Verfahren gelost. Bevorzugte 
Ausgestaltungen des Verfahrens ergeben sich aus den Unteranspruchen und aus der nachfolgenden Beschreibung mit 
45 den Beispielen. 

Die anliegende Abbildung dient zur weiteren Veranschaulichung der Erfindung. 

Die Abbildung 1 zeigt die Rolle von akzessorischen Zellen bei der Tumor-lmmuntherapie mittels bispezifischer Anti- 
korper (ADCC = Antibody dependent cell mediated Cytotoxicity). 

Bispezif ische AntikOrper kOnnen mit einem Bindungsarm an den T-Zellrezeptor-Komplexder T-Zelle, mit dem zwei- 

50 ten Bindungsarm an tumorassoziierte Antigene auf der Tumorzelle binden. Sie aktivieren dabei T-Zellen, die durch Frei- 
setzung von Zytokinen die Tumorzellen zerstoren. Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit, daB T-Zellen im Rahmen der 
Aktivierung mit bispezifischen Antikdrpern tumorspezifische Antigene uber ihren Rezeptor erkennen und dadurch eine 
dauerhafte Immunisierung eingeleitet wird. Von besonderer Bedeutung ist dabei der intakte Fc-Teil des bispezifischen 
AntikOrpers, der die Bindung an akzessorische Zellen wie z.B. Monozyten/Makrophagen/Dendriten vermittelt und diese 

55 veranlaBt, selbst zytotoxisch zu werden und/oder gleichzeitig wichtige kostimulatorische Signale an die T-Zelle weiter- 
zugeben (siehe Abb. 1): 

ErfindungsgemaB werden im Gegensatz zum Stand der Technik intakte bispezifische Antikorper verwendet. 
Intakte bispezifische AntikOrper sind aus zwei Antikorper-Halbmolekulen (je eine H- und L-lmmunglobulinkette), die 
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jeweils eine Spezif itat reprasentieren, zusammengesetzt, besitzen daruber hinaus, wie normale Antikorper auch, einen 
Fc-Teil mit den bekannten Effektorfunktionen. Sie werden bevorzugt durch die Quadrom-Technologie hergestellt. Die- 
ses Herstellungsverfahren ist beispielhaft in der DE-A-44 19 399 beschrieben. Auf diese Druckschrift wird zur vollstan- 
digen Offenbarung vollinhaltlich Bezug genommen. Selbstverstandlich sind auch andere Herstellungsverfahren 
einsetzbar, solange sie zu den erfindungsgemaB notwendigen intakten bispezifischen AntikOrpern der obigen Defini- 
tion fiihren. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden kontaminierende Tumorzellen in Stammzellpraparaten (Leukapherese- 
produkten) mittels bispezifischer Antikorper (wie z.B. anti-CD3 X anti-c-erbB-2, anti-CD3 X anti-Lewis Y und anti-CD3 
X anti-ep-cam, beispielsweise anti-CD3 X anti-C215) in vitro eliminiert. Das Inkontaktbringen der bispezifischen Anti- 
korper und der Stammzellen mit den kontaminierenden Tumorzellen erfolgt unter solchen Bedingungen, die sowohl 
eine Bindung der bispezifischen Antikorper an die Tumorzellen und die T-Zellen als auch eine Beibehaltung der 
Lebensfahigkeit der Stammzellen gestatten. Die Einhaltung dieser Parameter ist fur die Erhaltung und die Vitalitat der 
Stammzellen wie auch der Lymphozyten notwendig. Beispielsweise wird das Stammzelitransplantat (Leukapherese- 
produkt) etwa 4 - 72 Stunden. bevorzugt 24 - 48 Stunden, mit bispezifischen AntikOrpern bei Raumtemperatur und einer 
Zelldichte von 30.000 - 75.000 Zellen/nl. bevorzugt 30.000 - 50.000 Zellen/nl, unter leichtem Schwenken inkubiert. Bei 
einer Gesamtzellzahl von ca. 10 x 10 9 Zellen/Stammzelltransplantat ist eine bsAk-Menge von 100 - 500 ug fur die 
TumorzellzerstOrung ausreichend. Ein weiterer wichtiger Punkt des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Verwendung 
von sogenannten intakten bispezifischen AntikOrpern. Diese sind nicht nur in der Lage (aufgrund der hier verwendeten 
Spezifitaten) T-Zellen an die Tumorzellen zu fiihren, sondern sie sind aufgrund der Effektorfunktionen des Fc-Teils dar- 
uber hinaus geeignet, mittels Complement vermittelter Lyse Oder durch Bindung von Fc-Rezeptor positiven Zellen, wie 
z.B. Makrophagen, Monozyten oder aktivierten neutrophilen Granulozyten, Tumorzellen zu zerstOren. Es kOnnen somit 
durch intakte bsAk mehrere tumorzell-zerstOrende Mechanismen gleichzeitig aktiviert werden. 

Die in der vorliegenden Erfindung verwendeten intakten bispezifischen Antikorper tragen einen funktionellen Fc- 
Teil. Im Gegensatz zu bispezifischen F(ab)2-Fragmenten, die keinen Fc-Teil besitzen und lediglich T-Zellen an die 
Tumorzelle heranfuhren kOnnen, sind die in der vorliegenden Erfindung verwendeten intakten bispezifischen Antikorper 
befahigt, nicht nur T-Zellen zu binden. sondern auch akzessorische Zellen, die als Fc-Rezeptor positive Zellen (bei- 
spielsweise Monozyten. Makrophagen und dendritische Zellen) bekannt sind. Die Bindung der Zellen spielt eine essen- 
tielle Rolle bei der erfindungsgemaB bewirkten direkten TumorzerstOrung, die um den Faktor 10 - 1000 hoher ist als bei 
Verwendung des von Kaneko et al. beschriebenen Verfahrens. Die erfindungsgemaB verwendeten intakten bispezifi- 
schen Antikorper ermOglichen eine optimale Kostimulation der herangefuhrten T-Zellen durch diese akzessorischen 
Zellen. Fur diese optimale Kostimulation verantwortlich sind insbesondere Oberflachenantigene wie CD40. B-7.1 , B-7.2 
und LFA-3 und bestimmte sekretierte Zytokine wie IL-2, IL-6, IL-12 und TNF-alpha. Durch die erfindungsgemaBe Ver- 
wendung intakter bispezifischer Antikorper ist eine wirksame direkte ZerstOrung der Tumorzellen durch T-Zellen mOg- 
lich und weiterhin wird eine mOgliche Immunantwort gegen den Tumor eingeleitet. Durch die akzessorischen Zellen 
kommt es zu einer Aufnahme, Prozessierung und Prasentation von Tumorbestandteilen. Diese durch die erfindungsge- 
maBe Verwendung bispezifischer intakter Antikorper initiierten Schritte sind wesentlich fiir die Induktion einer humora- 
len und zelluiaren Immunantwort mit verantwortlich. 

Durch die erfindungsgemaBe Verwendung intakter bispezifischer Antikorper wird nicht nur ein quantitativer Effekt, 
sondern auch eine neue Qualitat in Richtung Induktion einer Immunantwort gegen den Tumor erreicht. 

Durch die erfindungsgemaBe Verwendung intakter bispezifischer Antikorper kann eine Vorbehandlung der T-Zellen 
durch zusatzliche Zytokine wie IL-2 vermieden werden, wodurch eine beispielsweise zweiwOchige Kultivierung dieser 
Zellen vermieden wird. Da fur eine Anwendung bei Patienten die Kultivierung von T-Zellen unter GMP-Bedingungen 
ablaufen muBte, die einen wesentlichen Kostenfaktor darstellen und von einer BehOrde wie dem Paul-Ehrlich Institut 
Oder der FDA zugelassen werden muBte. stellt das erfindungsgemaBe Verfahren eine wesentliche Vereinfachung, Ver- 
kurzung und Kostenersparnis dar. Zur Zeit steht kein vergleichbares Verfahren zur Verfugung. um eine wirksame Zer- 
stOrung von Tumorzellen in Stammzelitransplantat en zu erreichen. 

Beispiel 

Um die Wirksamkeit von intakten bsAk bei der TumorzellzerstOrung zu quantifizieren, wurden den Leukapherese- 
produkten (1 0 8 Zellen) eines normalen Spenders (siehe Tabelle 1 , Spender 2) und zweier Leukamiepatienten eine def i- 
nierte Menge (0,1%) von Tumorzellen (Brustkrebs-Zellinie MCF-7) beigemischt. Nach 48 h Inkubation des jeweiligen 
Zellgemisches mit 4ng bsAk (bzw. keinem Antikorper oder der aquimolaren Menge der parentalen AusgangsantikOr- 
per) bei Raumtemperatur und einer Zelldichte von 50.000 Zellen/nl unter leichtem Schwenken wurden die Zellen in ver- 
schiedenen Zelldichten auf 96er (io 5 Zellen/Loch) und 24er (3x10 6 bzw. 10 6 Zellen/Loch) NUNC®-Zellkultur- 
Flachbodenplatten ausplattiert. Wie sich nach 2-wOchiger Kultivierung zeigte, war nur der bsAk in der Lage, das Tumor- 
zellwachstum um den Faktor 1 .000 - 10.000 (log 3 - 4), gemessen an der Anzahl der Tumorzellkolonien /plattierten Zel- 
len. zu reduzieren. Das Ergebnis des Tumorkolonie-Wachstums-Assays (Colonogenic A) ist in der nachfolgenden 
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Tabelle 1 zusammengefaBt. 



Tabelle 1 
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Patient 1 










10 


Platte 


kein Antikorper 


parentale Antikorper 
L>*no, anti-ouo 


bispezrf ischer AntikOr- 
per biuii anti- 
CD3XC215 


Tumorzellen / MNCs / 
Locn (= o.i%) 




24 


6/6 a 


n.d. 


0/6 2=1. 8x1 0 7 


3000/3 x 10e6 




24 


6/6 


n.d. 


0/6 


1000/ 10e6 


15 


96 


12/12 


n.d. 


0/12 


500 / 5 x 10e5 


96 

lumorrcuuKiion . 


10/12 


n.d. 


0/12 
>4 log 


100/ 10e5 




openoer ^ 










20 


24 


6/6 




0/6 r= 3xi o 7 


5000 /5x 10e6 




24 


6/6 


n.d. 


0/6 


1000 / 10e6 




96 


12/12 


n.d. 


0/12 


500 / 5 x 10e5 


25 


96 

lUmor reauKiiori 


12/12 


n.d. 


0/12 

>4.3 log 


100/ 10e5 




Patient 3 










30 


24 


6/6 


6/6 


2/6 


4000/4x10e6 




24 


6/6 


6/6 


1/6 


1000 /10e6 




96 


12/12 


12/12 


0/12 


500/5x 10e5 




96 


12/12 


12/12 


0/12 


100/10e5 


35 


Tumorreduktion : 






3 log 






MNCL = Mono-nucleated-cells 



a) Anzahl der positiven LOcher (Tumorwachstum) von 6 bzw. 12 angesetzlen LOchern nach 14 Tagen Kuttivierung. 



Das erfindungsgemaBe Verfahren ist nicht nur zur Verringerung von kontaminierenden Tumorzellen in Stammzell- 
praparaten von Mammakarzinom-Patientinnen einsetzbar, obwohl es nachfolgend beispielhaft anhand von Mammakar- 
zinompatientinnen beschrieben wird, sondern es kann beispielsweise auch zur Verringerung kontaminierender 
Tumorzellen in Stammzellpraparaten von Ovarialkrebspatienten oder von Patienten mit akuten oder chronischen Leuk- 

45 amien. Lymphomen, Hodenkarzinom oder anderen Chemotherapie sensitiven Karzinomen eingesetzt werden. Dem 
Fachmann sind die jeweiligen, bevorzugt zu verwendenden Antikor per bzw. Antikorperkombinationen bekannt oder sie 
kOnnen von ihm routinemaBig ohne erfinderisches Zutun ausgewahlt und ermittelt werden. 

Ziel der erfindungsgemaBen Behandlung ist somit die Heilung bzw. die Verlangerung eines krankheitsfreien Uber- 
lebens beispielsweise von Patientinnen mit Mammakarzinom, insbesondere von fortgeschrittenem Mammakarzinom, 

50 durch eine autologe Stammzelltransplantation. In einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung sind die einzelnen 
Schritte, urn dieses Ziel zu verfolgen, bei Diagenose eines Mammakarzinoms, beispielsweise wie folgt: 

1 . Nach Diagnose einer Metastasierung sollen - wenn immer mOglich - Tumorzellen gewonnen werden. Nachweis 
der Antigene bzw. der Antigendichte von c-erb-B2 und ep-cam (epithelial cell adhesion molecule) auf nativen 

55 Tumorzellen mittels DurchfluBzytometrie. Kryokonservierung von Tumorzellen. 

2. Gewinnung autologer T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut durch Leukapherese vor Beginn der Chemothe- 
rapie; Untersuchung einer mOglichen Kontamination des Leukaphereseprodukts mit Tumorzellen durch Immunhi- 
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stochemie und RT-PCR; Reinigung der T-Zell-Konzentrate von kontaminier nden Tumorzellen mit 
immunomagnetischen Beads. 

3. 2 Zyklen einer Chemotherapie nach dem EC-Schema (Epirubicin 60 mg/m 2 +Cyclophosphamid 600 mg/m 2 . 
5 gefolgt von G-CSF (5-10u.g/kg/Tag)), Monitoring der Erholung der Hamatopoese und der Mobilisation von CD34+ 

Zellen nach den Zyklen. 

4. Gewinnung hamatopoetischer Stammzellen aus dem Blut durch Leukapherese nach Mobilisation mit Epirubi- 
cin/Cyclophosphamid-Chemotherapie und G-CSF, wobei mindestens 4 x 10 6 CD34+ Zellen/kg gewonnen werden 

10 sollen. 

5. Zerstorung kontaminierender Tumorzellen im autologen Stammzellpraparat mit bispezifischen Antikorpern (anti- 
CD3 X anti-c-erbB-2 und anti-CD3 X anti-ep-cam, 500jig/Patient) durch 24-48h Inkubation bei Raumtemperatur 
und einer Zelldichte von 30.000-50.000 Zellen/ul. Kryokonservierung bei -180°C. 

15 

6. 2 Zyklen einer Chemotherapie nach dem ET-Schema (Epirubicin 60 mg/m 2 und Taxol 1 75 mg/m 2 gefolgt von G- 
CSF (5-10 mg/kg/Tag). Monitoring der Erholung der Hamatopoese und der Mobilisation der CD34+ Zellen. Evtl. 
Durchfuhrung einer Leukapherese fur ein Back-up-Praparat. 

20 7. 3 Wochen nach der letzten Induktions-Chemotherapie myeloablative Hochdosts-Chemotherapie mit Thiotepa 
(600 mg/kg i.v.) und Melphalan (160 mg/kg i.v.). 

8. AnschlieRende Reinfusion autologer Stammzellen. 

25 9. 24h nach Reinfusion Gabe von 1 mg bsAk zur Restimulation der im Stammzelltransplantat aktivierten T-Zellen 
und Aufrechterhaltung der Anti-Tumorreaktion mit Vorkehrungen zur Prophylaxe und Behandlung von anaphylak- 
toiden Reaktionen. Haagen et al. konnten in in vitro- Versuchen zeigen, daB aufeinanderfolgende Gaben von bsAk 
innerhalb von 3 Tagen die ZerstSrung von Tumorzellen signif ikant erhOhen. 

30 10. Reinfusion autologer T-Zellen nach der hamatopoetjschen Rekonstitution (etwa an Tag 14-21) nach autologer 
Stammzelltransplantation. Verfolgung der T-Zell-Rekonstitution im peripheren Blut durch Durchf lu(3zytometrie unter 
besonderer Brucksichtigung der CD45RA/CD45RO-Ratio der T-Helfer-Zellen. 

1 1 . Gabe von bispezifischen Antikbrpern (200fig/1 mg/2mg) in vivo in steigender Dosierung, an 3 aufeinanderfol- 
35 genden Tagen mit Vorkehrungen zur Prophylaxe und Behandlung von anaphylaktoiden Reaktionen. 

12. Nachfolgeuntersuchungen: Beurteilung des Remissionsgrades, Anti-AntikOrper-Reaktion gegen Immunglobu- 
lin von Maus und Ratte; Monitoring der hamatopoetischen Erholung und der Rekonstitution der T-Zell-Subpopula- 
tionen im peripheren Blut; regelmaRige Nachsorge zur Beurteilung der Dauer einer erreichten Remission. 

40 Versuche zum Nachweis von tumorspezifischen T-Zellen aus dem peripheren Blut. 

ErfindungsgemafJ werden somit bispezifische Antikorper zur Verminderung der Anzahl kontaminierender Tumor- 
zellen, beispielsweise von Mammakarzinomzellen, durch deren Zerstorung in Stammzellpraparaten eingesetzt. Bei die- 
sem Verfahren redigieren die Antikorper T-Zellen in die Nachbarschaft von Karzinomzellen und aktivieren die T-Zellen 
45 zur Sekretion von Zytokinen wie Tumor-Nekrose-Faktor a, die zur Lyse der Tumorzelle fuhren. Durch die Aktivierung 
von Makrophagen uber den Fc-Rezeptor am Fc-Teil des bispezifischen Antikorpers wird dieser Zytokin-Effekt noch ver- 
starkt; gleichzeitig konnten der T-Zelle wichtige kostimulatorische Signale von der FcyRI + -Zelle (Monozyt, Makrophage, 
Dendrit) ubermittelt werden, die eine Anergisierung der T-Zelle verhindern. 

Nach erfolgter Transplantation werden bispezifische Antikorper in steigender Dosierung nach der Reinfusion von 
so autologen T-Zellen infundiert. In vivo kommt es zu einer Aktivierung von T-Zellen und Lyse residueller Mamma-Karzi- 
nomzeUen. Hier konnten ebenfalls tumorspezifische T-Zellen expandiert werden (neben dem unter Punkt 1 erwahnten 
Stammzellpraparat), die bis dahin aufgrund einseitiger Stimulierung am Tumor uber den T-Zellrezeptor ohne Kostimulus 
bzw. durch IL-10-Sekretion des Tumors anerg waren. 

Nach heutigem Kenntnisstand kann die Immuntherapie ihre voile Wirkung gegen autologe Tumoren nur im Stadium 
55 einer geringen Resterkrankung entfalten; die Kombination der Immuntherapie mit Hochdosistherapie und autologer 
Stammzelltransplantation verspricht dafur die besten Aussichten. Aus diesem Grunde sollen die T-Zellen nach 
AbschluG der Chemo- bzw. Strahlentherapie infundiert werden. 

Die Herstellung von bispezifischen Antikorpern gehort zum Stand der Technik. Beispielsweise konnen in einem 
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neu entwickelten Herstellungsverfahren (2) intakte bispezifische AntikOrper in ausreichender Menge produziert wer- 
den. Die Kombination von 2 bispezifischen AntikOrpern gegen 2 unterschiedliche tumorassoziierte Antigene (z. B. c- 
erb-B2, ep-cam, beispielsweise GA- 733-2 = C215) auf den Mammakarzinomzellen minimiert die Gefahr, daB Tumor- 
zellen, die nur ein Antigen exprimieren, unerkannt bleiben. 

Das Risiko einer Reinfusion vitaler Tumorzellen mrt dem T-Zellkonzentrat kann durch die Reinigung mit Antikorpern 
und immun-magnetischen Beads weitgehend ausgeschlossen werden. Geringe Mengen restlicher Tumorzellen sollen 
immunhistochemisch sowie mittels RT-PCR fur das C215 Antigen bzw. CK19 nachgewiesen werden. 

Wegen der moglichen Zytokinfreisetzung werden die bispezifischen Antikorper zuerst in niedriger Dosierung und 
unter strenger Kontrolle verabreicht. Berichten in der Literatur zufolge wurden vergleichbare bispezifische Antikorper in 
einer Menge bis zu 13 mg systemisch ohne wesentliche Nebenwirkungen verabreicht (1). Bei einer Antik6rper-Menge 
von insgesamt 4 mg/Patient sind demnach kaum Nebenwirkungen zu erwarten. 

Nachfolgend wird die Rolle bispezif ischer Antikorper bei der Kombination von Chemo- und Immuntherapie zur Zer- 
stOrung residueller Mammakarzinomzellen im Transplantat und Patienten beschrieben. 

Durch eine G-CSF Behandlung, die zur Mobilisierung von Stammzellen in die Peripherie eingesetzt wird, steigt 
ebenfalls die Anzahl von FcyRI-positiven Zellen (3). Dies beruht vor allem auf der durch G-CSF induzierten FcyRI- 
Expression auf neutrophilen Granulozyten. Der hochaffine Fcy-Rezeptor I ist in der Lage, auch heterologe Ratte/Maus- 
bsAk der Isotypkombination Ratte-lgG2b und Maus-lgG2a zu binden (4). Diese Isotypkombination ist fur die hier ein- 
gesetzten bsAk gewahlt, urn eine Bindung an die niedrig aff ineren, aber wesentlich starker verbreiteten Fcy-Rezeptoren 
vom Typ II und III zu verhindern (12), und damit die Gefahr einer unkontrollierten Zytokinfreisetzung zu minimieren. 
Eine Dosis von 1 3 mg eines bsAk mit der sich ahnlich verhaltenden Isotypkombination Ratte lgG2b und Maus lgG1 
wurde bereits in einer Phase l-Studie an Patienten getestet. Die toxischen Nebenwirkungen waren gering (Grad I in der 
WHO-Klassif izierung) . so daB die projektierte Dosis von 4 mg/Patient gut vertragen werden sollte. 

Die Bindung des bsAk an Fcy-RI besitzt zwei wesentliche Vorteile im Hinblick auf eine optimale Anti-Tumorwirk- 
samkeit: 

1) FcyRI-positjve Zellen besitzen die Fahigkeit. mittels ADCC Tumorzellen zu eliminieren (3), und kennen insofern 
synergistisch zur Anti-Tumorwirkung der durch den bsAk an die Tumorzelle herangefuhrten cytotoxischen T-Zellen 
beitragen (5). 

2) Fcy-RI-positive Zellen sind (wie z.B. Monozyten/Dendriten) in der Lage. wichtige kostimulatorische Signale, ahn- 
lich wie bei der Antigen-Prasentation, der T-Zelle zu liefern und damit eine Anergisierung der T-Zelle zu verhindern. 
Wie in Abbildung 1 gezeigt, kbnnten weiterhin, als erwunschtes Nebenprodukt, aufgrund der durch intakten bsAk 
vermittelten Interaktion von T-Zelle mit akzessorischer Zelle und Tumorzelle sogar T-Zellen, deren T-Zellrezeptor 
tumorspezifische Peptide (uber MHC Antigene auf der Tumorzelle prasentiert) erkennt, stimuliert werden. Die fur 
eine korrekte Aktivierung der T-Zelle notwendigen Kostimuli wurden in dieser Konstellation von der akzessorischen 
Zelle (z.B. Monozyt) geliefert werden. Insofern sollte der hier vorgestellte Ansatz neben der entscheidenden, direk- 
ten, T-Zellrezeptor-unabhangigen, durch bsAk vermittelten TumorzerstOrung (Abb.1 A) ebenfalls tumorspezifische 
T-Zellen aktivieren und generieren (Abb. 1B), die nach Abbau der bsAk weiterhin im Patienten patrouillieren. D.h. 
mittels intakter bsAk kOnnte ahnlich wie bei gentherapeutischen Ansatzen (z.B. durch Einbau von kostimulatori- 
schen Antigenen wie B-7 in die Tumorzelle) die Tumortoleranz im Patienten durchbrochen werden. Die in Beispiel 
1 gezeigten Versuchsergebnisse im syngenen Tiermodell stiitzen diese Hypothese. 

Gunstig in diesem Zusammenhang ist weiterhin, daB die Expression von Fcy-RI nach G-CSF-Behandlung auf den 
entsprechenden Zellen hochreguliert wird und bsAk mit Fc-Anteil eine wesentlich langere Zirkulationszeit als z.B. 
bsF(ab')2 Oder bs(scFv) Antikorperfragmente besitzen, so daB wesentlich geringere Dosen intakter Ak-Molekule fQr 
eine vergleichbare Anti-Tumorwirkung notwendig sind. 

In dem hier vorgestellten Therapieansatz sollen residuelle Tumorzellen/Mikrometastasen zerstOrt werden. Im 
Gegensatz zur Behandlung solider Tumoren Oder grbBerer Metastasen, bei denen die obenerwahnten AntikOrperfrag- 
mente Vorteile besitzen konnten, da sie aufgrund ihrer geringeren GroBe eine bessere Tumorpenetration ermoglichen, 
sind in der Situation der Mikrometastasierung intakte bsAk mit ihren bekannten Fc-Anteil-abhangigen Effektormecha- 
nismen vorzuziehen. 

Weiterhin vorteilhaft ist die Tatsache, daB in dem hier vorgestellten Applikationsschema (bis zu zwei Tagen in vitro- 
Inkubation der autologen PBSZ mit 500 ng bsAk) keine die Therapie inhibierenden Anti-Antikorper zu erwarten sind. 
Da der Patient sich nach autologer Stammzelltransplantation in einem immunsupprimierten Zustand befindet, ist anzu- 
nehmen, daB gegen die 2 Wochen nach Transplantation in Kombination mit den autologen T-Zellen verabreichten bsAk 
noch keine Anti-Antikorper existieren. 

Negative Auswirkungen der Immuntherapie mit bsAk auf das Wiederanwachsen der autologen Stammzellen sind 
aufgrund der gewahlten Antikorperspezifitaten nicht zu erwarten. 

Weiterhin konnen intakte bsAk durch Fusion von Ratte- und Maus-Hybridomen und anschlieBender Ein-Schritt- 
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Reinigung Ober Protein A kostengunstig in Winikrelevanten Mengen produziert werden. 
Literatur: 

1. Weiner & De Gast, Bispecific monoclonal antibody therapy of B-cell malignancy. Leukaemia and Lymphoma. 
1995. 16:199 

2. Lindhofer et al, Preferential species-restricted heavy-light chain pairing in rat-mouse quadromas: Implications for 
a single step purification of bispecific antibodies, J. Immunology 1 995. 155:219 

3. Valerius et al., Involvement of the high-affinity receptor for IgG (FcgRI; CD64) in enhanced tumor cell cytotoxicity 
of neutrophils during granulocyte colony-stimulating factor therapy. Blood. 1993. 82:931-939 

4. Haagen et al., Interaction of human monocyte Fcg receptors with rat lgG2b, J. Immunology. . 1995. 154: 1852- 
1860 

5. Weiner et al.,The role of T cell activation in anti-CD3 x antitumor bispecific antibody therapy, J. Immunology. 
1994. 152:2385 

6. Kaneko et al. Combination of IL-2 stimulated lymphocytes and bispecific antibodies that efficiently lyse leukemic 
cells does not affect bone marrow CD34-positive stem cell function in vitro. Bone Marrow Transpl. 1994. 14:213 

7. Gale et al. Autotransplants in leukaemia. Lancet 1989. ii:315 

8. Gribben et al. Immunologic purging of marrow assessed by PCR before autologous BMT for B cell lymphoma. 
New Engl. J. Med. 1991. 325:1525 

Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Verminderung der Anzahl kontaminierender Tumorzellen in Stammzelltransplantaten ex vivo, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB intakte bispezifische Antikorper, die sowohl an den T-Zellrezeptor-Komplex einer T-Zelle. an den Fc-Rezeptor 
von Fc-Rezeptor positiven Zellen als auch an tumorassoziierte Antigene auf einer Tumorzelle binden konnen, fur 
einen ausreichend langen Zeitraum mit Stammzelltransplantaten, die kontaminierende Tumorzellen enthalten kdn- 
nen, in Kontakt gebracht werden, um die Anzahl an kontaminierenden Tumorzellen im Stammzelltransplarrtat 
zumindest zu verringern. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

da(3 Stammzelltransplantate aus Patientinnen mit einem Mammakarzinom Oder Ovarialkarzinom Oder aus Patien- 
ten mit Leukamien verwendet werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als bispezifische Antikorper anti-CD3 X anti-c-erB-2- und/oder anti-CD3 X anti-ep-cam- und/oder anti CD3 X 
anti Lewis Y-AntikOrper verwendet werden. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet. 

da3 das StammzeHtransplarttat mit den bispezif ischen Antikorpern for einen Zeitraum von 4 - 72, insbesondere 24- 
48 Stunden inkubiert wird. 

5. Verfahren nach einem Oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Inkubation bei einer Temperatur von 20 - 25°C bevorzugt bei Raumtemperatur, erfolgt. 



6. 



Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet. 
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daft die Zelien im Stammzelltransplantat in einer Dichte von 30.000 bis 75.000 Zellen/nl voriiegen. 

Verwendung von intakten bispezif ischen Antikorpern, die sowohl an den T-Zellrezeptor-Komplex einer T-Zelle. Ober 
ihren Fc-Teil an den Fc-Rezeptor von Fc-Rezeptor positiven Zelien als auch an tumorassoziierte Antigene auf einer 
Tumorzelle binden konnen, zur Verringerung der Anzahl kontaminierender Tumorzellen in Stammzelltransplantaten 
ex vivo. 

Verwendung nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnei 

daB die Stammzelltransplantate aus Patientinnen mrt Mammakarzinom und/oder Ovarialkarzinom oder aus Patien- 
ten mrt akuten oder chronischen Leukamien, Lymphomen. Hodenkarzinom oder anderen Chemotherapie sensiti- 
ven Karzinomen gewonnen werden. 

Verwendung des in einem Verfahren der AnsprOche 1 - 6 erhattenen Stammzelltransplarrtats zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Reinfusion in den Patienten. 



8 
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Abb.l: 

Die Rolle von akzessorischcn Zellen bci der Tumor-Immuntherapie 
mittels bispczifischer Antikorper 
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